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炎症 に お け る組織破壊 に 果 た す好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 役割 を検討す る た め に 本酵素の 精製 と基質
特異性 の 検討 を行 っ た ． さ ら に 精製 し た と 卜好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ に 対す る 単 ク ロ ー ン 抗体 を作製 し ， 炎
症組織 に お け る本酵素 の 局在を免疫組織化学的 に 検索 し た ■ 新鮮 ヒ ト末梢血2．61 く好中球4■9X lO
9個j か
ら ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ ン ． ア プ ロ チ ニ ン ア ガ ロ
ー ス
，
か レ ポ キ シ メ チル セ ル ロ ー ス の 3本 の カ
ラ ム を 剛 －る こ と に よ っ て 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ は 分 子塵約2 5仁川0の 2種 の ア イ ソ ザ イ ム 把1， E 2 と命名 ，
E lニ 1く10声 g ニE 2ニ 21叫 gl と し て 精製 さ れ た ． こ の エ ラ ス タ
ー ゼ は 不溶惟 エ ラ ス ナ ン 分解能 の み な ら ず
I 型コ ラ ー ゲ ン の 架橋 分 解能 ， 11工型コ ラ ー ゲ ン の 分 子鎖内の 切断能 ， 工V 型コ ラ ー ゲ ン ， ラ ミ ニ ン お よ び
フ ィ プ ロ ネク ナ ン に 対 す る限定的分解能 ． き ら に プ ロ テ オ ブリ カ ン 分解能を有し てい た ． こ の こ と は 炎
症の 場 に お い て好中球 エ ラ ス タ ー ゼ が エ ラ ス ナ ン ， 問質型 コ ラ ー ゲ ン な どの 線推成分 ， 川 型 コ ラ
ー ゲ ン
や ラ ミ ニ ン な どの 基底膜成 分 ， プ ロ テ オ グ リ カ ン な どの 礎質 を 分解 する 可能性を示 唆 して t－る ． 精製 し
た エ ラ ス タ ー ゼ に 対す る単 ク ロ ー ン 抗体 は サ ブ ク ラ ス 1gGl で本抗体の エ ピ ト
ー プ は活性 に 関与 し な い
部位 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た ． こ の 抗体 を 剛 －て 免疫組織化学的に エ ラ ス タ
ー ゼ の 局在 を検討 し た と こ
ろ
， 気 管支肺炎， 結節性多発動脈炎お よ び慢性関節 リ ウ マ チ に お い て 炎症組織 に 浸潤 し て い る好申球 の
胞体 お よ び細胞外 の 問質に エ ラ ス タ ー ゼ が認 め ら れ た ． ま た 気管支肺炎． 結節性多発動脈炎で は エ ラ ス
タ ー ゼ の 分布に 一 致 して 弾性線維の 崩壊が み られ ， 炎症 局 所 に お い て 本酵素が実際に 酵素活性 を 発揮 し
組織破壊 に 重要な役割 を果 た し て い る こ とが 示 唆さ れ た ． 抗 ヒ ト好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ 抗体 を用 い た 免疫
組織化学的検索は好中球の 関与 す る 各種疾患の 病態解析 に 役立つ も の と 考え ら れた ．
Key w ords n eutr ophil elastas e， infla m m ation， m atrix degr adatio n，
m o n o clo n al antibody， im m u n ohistoche mistry
炎症 は 防衛的 ， 修復 的な 局 所 の 組織反 応で あ り ． 組
織障害性因子 を除去し損傷郡 を修復 に 導く1．－一 連の 反 応
過程と し て 理 解す る こ と が でき る ． こ の 炎症 を特徴付
ける 基 本的現象の一－ノつ は 血液細胞の 血管外 へ の 浸出 で
あ り ， 急性炎症 で 主役 を な す の は白血 球 ， と く に 好中
球 で あ る ． 好 中球 は貪食 ． 殺 菌作 用 や 生物活性因子放
出ら の 生 体防御的機能 を遂行 す る が ， －一 方で は こ の 好
中球 が放出す る タ ン パ ク 分解酵素に よ っ て 組織 が破壊
さ れ る1I2－． 組織破壊 に は血柴 な ら び に 細胞由来 の 細胞
間マ トリ ッ ク ス 分 解酵素が 大 き な 役割 を演 ず る も い と
考え ら れ る が ， 好中球の 分泌 す る細胞間 て ト リ ッ ク，ノミ
分解酵素 と し て は ， コ ラ ゲ ナ ー ゼ
3卜 l川
，
ゼ ラ 十－ト ー
ゼ3 卜 6I ェ ラ ス タ ー ゼ
11 ト 1ニー1





こ と が で き る ． こJうう ち好中球由来山 エ ラ くー ダ ー ゼ は







ラ ー ゲ ン 2い
．
フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン
22－
，
フ ロ テ オ ブ リ カ ン
畏服 則 ら幅広 い 基 質分解能 を有し ， 炎症性病変 ， 特 に 炎症
初期 に お け る組織破壊 に 重 要な 役割 を果す も の と 考え
Abbr e viatio n s こA B C， a Vidin biotin c o mplex三 a ． － PI， Lr l －pr Otein a seinhibitori B S A，
bo vin e se ru m albu min i C M C， C a rbo xym ethyl．c ellulos e三 D F P， diis opr op yl flu o r ophospha
．
teニ ED T A， ethyle n edia mine tetr aac etic acidi E HS， Engelbreth－ Ho r m－Sw ar ni E LIS A
2ら れ る ．




こ れ ま で に Ba ugh ら
26I
， He ck ら
27， お よ び
Barret ら
121に よ っ て 精製 さ れ て い る ． しか し ， そ の 精
製方法 に 関 し て は ， 血球 の 処 理 方法や カ ラム 条件 に 違
い が あ り ， ま た ， そ れ ぞ れ の 方法 に よ っ て エ ラ ス タ ー
ゼ の精製率 に 差 が見 ら れ る の で ， 精製方法が 完全に 確
立さ れ て い る と は 言い 難 い ． ま た ， 好 中球 エ ラ ス タ ー
ゼ に 対す る 抗体 の 作製 お よ び 同抗体 を 用 い て エ ラ ス
タ ー ゼの 局在 を免疫組織化学的 に 検討 した 研究が散見
され る よう に な っ た
祖ト 32I が
，
同酵 素が 実際生体内の 病
変部 に お い て細胞間マ ト リ ッ ク ス 成分 を分解 し組織 の
破壊 に どれ 程関与 し て い る か を 明確 に 示 し た研究は ほ
と ん どみ ら れ な い ．
本研 究に お い て 著者は 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 精製方
法お よ び 精製 した エ ラ ス タ ー ゼ の 基 質特異性 を検討 し
た ． さ ら に ， 同 酵素 に 対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 作製
し ， 炎症巣 に お け る好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 局在 を 免疫
組織化学的に 検索 し ， 炎症性病変 に お け る同酵素の 役
割 に つ い て考 察を加 え た ．
材料お よ び方法
I ． 実験方法
デ キ ス ト ラ ン
，
デ キ ス ト ロ ー ス ， ウ シ 血清 ア ル ブ ミ
ン くbo vin e s er u m albumin， B S Al は和光純薬 く大阪I
よ り
，
ザ イ モ サ ン A ， サ イ トカ ラ シ ン B ， エ チ レ ン ジ
ア ミ ン 四 酢 酸 くethylen edia min e tetr a a c etic a cid，
E D T Al． 1， 10－phe n a nthr olin e， ダイ ズ トリ プ シ ン イ ン
ヒ ビ タ ー くs oybea ntry psininhibito rS B T Il， ジイ ソ プ
ロ ピ ル フ ル オ ロ 燐 酸 くdiis opr op yl nu o r opho sphate，
D F Pl， N － エ チ ル マ レ イ ミ ド くN－ ethylm aleimide，
N E Ml， ペ プ ス タ テ ン A は SIGM A 社 くSt． Lo uis，
U S Al よ り 購入 した ． ア ブ ロ チ ニ ン ア ガ ロ ー ス ゲ ル は
フ ナ コ シ 社く東京1よ り ， カ ル ポ キ シ メ チ ル セ ル ロ
ー ス
くC a rbo xym ethyl－C ellulo se， C M Cl ゲ ル は Whatm a n
Ltd，くSpringfield M ill， Engla ndl よ り ， Balblc マ ウ
ス は C ha rle sRiverJapa nく東京1よ りそ れ ぞ れ 購入 し
た ． ペ ニ シ リ ン ー ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶液 ， ヒ ポ キ サ ン
チ ン ． ア ミ ノ プチ リ ン ー チ ミ ジ ンくhypo x a nthin e－ a min o－
pte rin －thymidin e， H A Tl 溶液くXlOOJ， し グ ル タ ミ ン
酸お よ び No ne s e ntial a min o a cids 溶 液 は GI B C O
社 くNew Yo rk， U S Al よ り ， M o u s em o n o clo n al
en zym e
－1inked im m u n os orbe nt
辺
ty ping kit は IC N im m u n ol gic al 社 くIrvine，
U S AI よ り そ れ ぞ れ 入手 した ， 0－ フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン
は半井化学 く京都1， Pyrogluta mylpr olylv alylpa r a ni－
tr o a nilideくく Glu －Pr o－ Val－ PN Al は第 一 化学薬品 工 業
く東京I， 正 常 マ ウ ス IgG は Ja ckso nIm m u n o
Re s e a r ch 社 くBaltim ore ， U S Al， A B Cキ ッ ト は
V E C T O R社 くBurlinga m e， U S Al の も の を そ れ ぞ れ
使 用 し た ．
ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ ン ゲ ル ， ト リ チ ウ ム
く3H l標 識 ウ シ 不 溶性 エ ラ ス ナ ン ， ヒ ト工 型 ， 王I型 ． Ill
型 ， 王V型 ， V 型 コ ラ ー ゲ ン
．
， ラ ミ ニ ン ， 細胞性 フ ィ プ
ロ ネ ク ナ ン ， プ ロ テ オ デ ル マ タ ン 硫酸 は ． 束京 医科歯
科大学難治疾患研究所異常代謝部門， 永井裕教授 よ り
恵与さ れ た ． Engelbr eth， Holm ．Sw ar nくE H Sl 肉腫由
来IV型 コ ラ ー ゲ ン は 金沢大学医療技術短期大学部 ， 岡
田 保典助教授 よ り ， 血 祭 フ ィ プ ロ ネ ク ナ ン は教室の 河
原栄講師 よ り 恵与 う け た ．
工工 ． 酵 素活 性の 測 定
1 ． エ ラ ス タ ー ゼ 活性の 測定
ェ ラ ス タ ー ゼ精製過程 に お け る エ ラ ス タ ー ゼ 活性の
測定 は合成基質 を用 い て 検討 し た ． く Glu－Pr o－ Vaト
pN A lm M10．05 M Tris． H ClpH 7■610－15M NaCl1
10％ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド くD M S Oト溶液 50JLl に 試
料 を添加 し ， 37
0
Cに て 反 応さ せ 波長 40 5n m の 吸 光度
で活性 を測定 した ． 反応 に は96穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト を 用 い た ． こ の 方 法で 37
0
C に て A Aヰ伽 m 扁1．0ノ
min を与 え る酵素活性 を 1 単位 くUniり と 定義 した ．
2 ． ゼ ラ チ ナ ー ゼ活性 の 測定
ェ ラ ス タ ー ゼ に よ る ゼ ラ チ ン 分 解 活性 は Su n ada
ら
33，
の 方法 を 一 部改変 し た ． 0．5m glml FIT C標識 ゼ
ラ チ ン く熱変性 ウ シ ト型 コ ラ ゲ ー ン110．05 MTris－
H Cl， pH 7．610．2 M NaCl15m M CaC12100JLl と 試料
溶液1 00声l と を遮光 チ ュ ー ブ 内で 35
0
Cに て 反応さ せ ，
5， 3％ 2 M Tris－H Cl， pH 9．5194．7 ％エ タ ノ ー ル 溶 液
750ノバ を加 え， 激振後遠心 く60亡IX g， 20翻 し 仁 上清 を
蛍光分光光度計650－60型 く日 立 ， 東京1 を用 い て励起
波長 495n m， 蛍光波長 520n m に て測定 し た ．
工II
．
ヒ ト好中球 顆粒蛋 白 の 調 製
健常人 の ボ ラ ン テ ィ ア よ り 採取 し た 末杓血2．61 か
ら ， C hodirker ら
34Iの 方 法 に 従 い ， 3 ％デ キ ス ト ラ
ン ー 3％デ キ ス ト ロ ー ス に よ る 赤血球沈降除去 ， リ ン
酸 緩衝 く0． 0 2 Ml生 理 食塩 水 くpho sphate －buffe red
as say三 E V G， ela stic a v a n Gies o n ニく Glu
－Pr o－ Val－pN A，
p yrogluta mylpr olylv alylpar a nitr o a nilide三 H A T， hypo x a nthine
－ amin opterin －thymidin ei H，
E． ， he m ato xylin e o sinei H E P E S， N－2－hydr o xyethyl
－
piper a zin e－ N
，
－2－ ethanesulfo nic a cidニ
好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と炎症
S alin e， P B Sいこよ る 洗浄 を繰 り返 して 白血球 を採取 し
た ， 0．8 3％ N 王i4Cl溶 液を 用 い て 混在す る 赤血球 を溶
血 さ せ ， 一 回洗 浄後 ， 0．0 1 M ジエ チ ル ピ ペ ラ ジ ン ー
N
，
．2， エ タ ン ス ル ホ ン 酸 くN－2－hydr o xyethylpipe r a zi．
n e－N
，
－2－ etha n e sulfo nic a cid， H E PE Sナ， pH 7．2JO．15
M NaCl溶液 に 白血球 を懸濁 した ． す で に 白血球 以外
の 血 球 に は ， く Glu－Pr o． Val，pN A 分解活性 が存在 し
な い こ と を確認 して い る の で 白血球画分 か ら の 好 中球
の分離 は行 わ な か っ た ．
好 中球 の脱顆粒 は Abs olo m ら35，の 方法に 従 っ て お
こ な っ た ． 0．0 2％ BS Aノ0．01 M H E P E S， pH 7．410．15
M NaCl溶液 1 0ml 中に2．OXlO8偶 の好中球が含 まれ
る よう に 白血球 を懸濁 し ， 直径 1 0c m の プ ラ ス チ ッ ク










































ト カ ラ シ ン B 50ノノg の 存在下で ， 37
0
Cに て45分間脱顆
粒さ せ た ．
なお
，
ザ イ モ サ ン A の オ ブ ソ ニ ン 化は 以 下の 方法 で
行 っ た ． ザ イ モ サ ン A 250mg を P B Sに て 2 回洗浄
し ， 血清 15ml を370Cに て20分間作用 させ た ． そ の後
P B Sに て 1 回
，
0．0 1 M H E P E S， pH 7．2JO． 15 M
NaCl溶液 に て 1 回洗浄後 ． 同溶液 16ml に 懸濁し た ．
プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ 内の 白血球． オ プ ソ ニ ン 化ザ イ
モ サ ン お よ び 顆粒 を ラ バ ー ポ リ ス マ ン を用 い て シ ャ ー
レ か ら採 取 した ． 位相差顕微鏡 を用 い て シ ャ ー レ か ら
の 顆粒 の 回収 を確認 し た ． 回収 液 を 遠心 く600xg， 10
釧 し， 上 溝の 頼粒画分 を 2回 抽出 した ． 顆粒 を超音
波破砕 し ， 超 遠心 く20，000x g， 弛 別 を行 っ て顆 粒タ ン
パ ク を 2回抽出し た ． この 期粒タ ン パ ク を エ ラ ス タ ー
ゼ の 精製 の 材料と し た ．
IV． ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 精製
1 ． ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ ン カ ラ ム ク ロ マ ト
Fig． 1－ Patte r n s of c olu m n chr o m atogr aphy
くalHepa rin． amin o c e11ulofin echro m atogr aphy．
T he gr an ular pr otein s w e redialys ed again st
O．05 M Tris－ H ClpH 7．610．05M NaCIJI5 m M
CaCユ2 a nd ap plied to a c olu m n of hepa rin ．
amin o c ellulofine chr o m atogr aphy く2．5X3c mJ
equilibr ated with the s a m ebuffer． T he
distributio n of A2B。t． ． ．1 a nd elastas e a ctivi．
ty く ■I ar e show n ． くbI Apr otinin －aga r O S e
Chr o m atogr aphy． T he fra ctio n swith ela sta s e
a ctivity w er e c o mbined a nd charged on a
C Olu m n of apr otinin－ aga r O Seく1．5X 5c rn1 equil－
ibrated with O．05 MTris－ H ClpH 7．610．5 M
NaCl． T he ela sta s e activity く■I w as eluted
With O．05 Msodiu m a c etatebuffe rpH 5．OJI M
NaCl． Fra ctio n s were c olle cted in tube s
C O ntaining2 M Tris－H ClpH 8．0， tO retu rn
the pH im mediately to the ne utr al r a nge．
T he distributio n of A2。。く． ． ．I， a nd ela sta s e
a ctivity く■J a re sho w n． T he fr a ctio n sindi．
C ated w e r ec o mbin ed fo rfu rthe rpurific atio n．
くcI C M Cchr o matogr aphy． T he po ol fr o m
aprotinin ，aga rO S e C Olu m n w a s c o n c e ntrated by
Amic o n m e mbr a neくY M－10Jto l Oml， dialys ed
again st O．05 Msodiu m a c etate pH 5．510．15 M
NaCl， a nd cha rged o n a c olu m n of C M C
く1－5x 5c mI equilibr ated with the s a m ebuffer．
T he abso rbed ela stase a ctivityく■1 w a s eluted
by the s alt gr adie nt fro m O．15 Mto O．3 M
NaCl in the s a m epH ． T he distributio n of
ABJ． ．り， a nd ela sta se a ctivityく■l a r e sho w n．
NE M， N－ ethylm aleimideニ P AGE， pOlya cryla mide gel electr opho re si 三 P BS， phosphate－
buffered s alin e三 P M S F， Phe nylm etha n es ulfo nyl flu orideニ P N． polyarteritis n odos a三 R A，
rhe u m atoidarthritisニS B T I， S Oybe a ntry psin inhibito rニSDS， S Odiu m dodecylsul fate
4グラ フ イ く図 1al
好中球顆粒 タ ン パ ク 画 分 を0． 05 M Tris－ H Cl， pH
7．610．0 5 M NaCl15m M CaCl2 緩衝液 に 透析 し ， 析出
した 不溶性画分を遠心く5，000x g， 30分いこ よ っ て 除去
し
， 同液 で 平衡化 した ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ ン
カ ラム く2．5X3c ml に 供 した ． カ ラ ム を通 っ た溶 液 は
3ml ず つ フ ラ ク シ ョ ン チ ュ ー ブ に 分取 し た ． エ ラ ス
タ ー ゼ 活性 は 素通 り画分 に は 認 め ら れ ず ， 0 ． 5 M
NaClの 塩漬度 で 溶出 され た ．
2 ． ア ブ ロ チ ニ ン ア ガ ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ く図 1bl
ヘ パ リ ン カ ラ ム か ら溶出 さ れ た エ ラ ス タ ー ゼ 画 分
を ， 0．05 MTris
－ H Cl， pH 7．6JO．5 M NaCl緩衝液に
て平衡化 した ア プ ロ チ ニ ン ア ガ ロ ー ス カ ラ ム く1．5X
5c mン に 供 し た ． 素通 り画分 に は エ ラ ス タ ー ゼ 活性 は
認 め られ な か っ た ． 吸着 さ れ た エ ラ ス タ ー ゼ 画 分 を
0．05M 酢酸 ナ ト リ ウ ム pH 5．O11．O M NaCl緩衝液 に
て溶出 した ． 溶出液 を 3mlず つ フ ラ ク シ ョ ン チ ュ ー ブ
に 分取 した が ， 溶出液が 迅速 に 中性 と な る よ う に 各々
の フ ラ ク シ ョ ン チ ュ ー ブ に 2 M Tris－H Cl， pH 8，0 ，
100〆1 をあ ら か じめ 加 えて お い た ．
3 ． C M Cカ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ く図 1cl
エ ラ ス タ ー ゼ画分 を 集 め ． 0． 05 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム
pH 5．5JO．15 MNaCl緩衝液 に て透析 し ， 同緩衝液で
平衡化し た CM C カ ラム く1．5 X5c mI に こ れ を 供 し
た ． 塩 濃度0．15 MNaCl か ら0．3 M NaCl ま での 濃度
勾配 に て エ ラ ス タ ー ゼ を溶 出 した ． 溶出 さ れ た エ ラ ス
タ ー ゼ の 活 性は 二 峰性を 示 した ． No ．28 か ら No ■37 ま
で と N o．38 か ら No ．50 までの フ ラ ク シ ョ ン を各々 集
め ， S Odiu m dode cylsulfate－pOlya cryla mide gel
electr opho re si くS D S－P A GElく10－1 5％ gr adie nt gel
を用 い て検討 し た と こ ろ ， 各 々 単 一 の バ ン ド と し て精
製 さ れ た こ とが 確認 され た の で ， 先 に 溶出さ れ た エ ラ
ス タ ー ゼ 画分を El， 後 に 溶 出さ れ た エ ラ ス タ ー ゼ 画分
を E2 と名付 け た ．
図 2 は， 各 精 製段 階 の タ ン パ ク を S D S－P A GE
く10－1 5％ gr adie nt gel 後 ， 鍍 染色 し た も の で あ る ．
E l は分子 量役25，000の 領域 に ， E 2 は El よ り や や低
分子量領域 に そ れ ぞ れ 単 一 の バ ン ド と し て 認 め ら れ
た ．
V ． プ ロ テ ィ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー を用 い た精製 エ ラ
ス タ ー ゼ の 阻害試験
精製 し た エ ラ ス タ ー ゼ の触媒残基 に 基づ く 分類 を行
う目的で ， 様 々 な プ ロ テ ィ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビタ
ー の エ ラ
ス タ ー ゼ 活性阻害能 を検討 した ．
金属 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー と し て は ，
辺
E D T A 50m M ， お よ び 1，1 0やhe n a nthrolin e5m M を
用 い た ． セ リ ン プ ロ テ ィ ナ
ー ゼの イ ン ヒ ビ タ ー と し て
は
， phenylm etha n ep s ulfo nyl flu oride くP M S F1 10，
1．Om M ， D F P lO， 1 ． Om M 及 び SB T I lm M を 用い
た ． チ オ ー ル プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ お よ び 酸性 プ ロ テ ィ ナ ー
ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー と して は 各々 N E M lOm M およ び
ペ プ ス タ チ ン A 50m M を使用 した ． エ ラ ス タ ー ゼ と
して は ， El， E 2と の 混合液 を用 い た ． 各 々 の イ ン ヒ ビ
タ ー と エ ラ ス タ ー ゼ と を等量 混 合 し ． 25
0
Cに て30分 間
反 応 さ せ た も の を試料 と し て く Glu －Pr o－VaトpN Aを
用 い て ア ツ セ イ し た ．
VI． ヒ ト好 申球 エ ラ ス タ ー ゼ の in Yitr o に お け る 基
質特異性
精製 した エ ラ ス タ ー ゼ El あ るい は E 2を用 い て 本
酵素の エ ラ ス チ ン及 び他 の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス 成分由
来の 基質 に つ い て 分解能 を検討 した ．
1 ． エ ラ ス チ ン
Banda ら
361
の 方法 に 従 っ て精製 エ ラ ス タ ー ゼ の エ ラ
ス テ ン 分解括性 を検討 した ． 3一日 で標識 した ウ シ 項靭
帯由来の 不溶性 エ ラ ス チ ン を基 質 と して 用 い た ． 同基
質200FE gく129，000dpmlに E 2， 60ng を添加 し ， 0 ．05 M
Tris－H Cl， pH 7．6ノ0．15 M NaC1 20JLl中で3 r C に て 反
応 さ せ た ． 反 応後 ， 遠心 く300x g， 5分1 し ， 上 浦 を採
Fig． 2． Gel slab ele ctr opho r e si of hu m a n
le uko cyte gran ule e xtr a ct fr a ctio n s at e a ch
stage ofthe pu rific atio n of hu m a ngr a n ulo cyte
ela sta s eくsl． T he silv e r－Stain ed patte rn S are
sho w n． La n el， gr a n ula r pr otein si2， ela sta s e
fr a ctio n fr o m hepa rin －a min o c ellulofin e
c olu m nこ 3， ela sta s efr a ctio n fr o m apr otinin
－
aga r o s e c olu m nこ 4， ela sta s efr a ctions く28－371
fr o m C M C c olu m ni 5， ela sta se fra ctio n s
く3 8－501fro mC M Cc olu m n－ T， tOp iF， fr o ntこ
B S A， bovin e s e r u m albu min く6 7Kli CT N G，
chym otry psin oge nく25 Kl．
好中球 エ ラ ス タ ー ゼと 炎 症
取 して 放射活性 を測定 し た ．
2 ． コ ラ ゲ ー ン お よ び その 他の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス
成分
ヒ ト 工型 ， 1王型
，
王II型 ， 及 び V 型コ ラ ー ゲ ン に つ い
て は ， 各 コ ラ ー ゲ ン 2 0月 g と エ ラ ス タ ー ゼ くE2，
100ngンと を0．05M Tris－ H Cl， PH 7 ．6ノ0．1 5 M NaC1
20声1 中で25
0
Cに て20時間反応 させ た ． 工V 型コ ラ ー ゲ
ン に つ い て は
，
E H S肉腫 由来お よ び ヒ ト胎盤由来 の
も の を各々 10p gと E 2 10ng と を0 ．0 5 M Tris－ H Cl，
pH 7．610－1 5 M NaCl溶液20jLl 中で25
0
Cに て 反 応 さ
せ た ， ラ ミ ニ ン に つ い て は ， E HS 肉腫 由来 ラ ミ ニ ン
20JL g と El あ るい は E2 1 00ng と を0．05 M Tris．
H Cl， pH 7．610，15 M NaC1 20JLl 中で37
0
Cに て反応 さ
せ た ■ フ ィ プ ロ ネ ク チ ン に つ い て は血 祭あ る い は細胞
性 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン24月 g と E2 30ng と を0．05 M
Tris． HCl， pH 7．61O－15M NaCl l Opl中で37qCに て反
応 させ た ■ プ ロ テ オ デ ル マ タ ン 硫酸 に つ い て は高分 子
童 画分 と低 分 子 童画分 に つ い て
， 各 々 20声 g と E 2
100ng と を0－ 05 M Tris． H Cl， pH 7 ．6ノ0．15 M NaCl
lO声1 中で37
0
cに て反 応さ せ た ．
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後． P M S F lOOm M IJLl を添加
して 反応 を止 め ， 各々 の 反応液 を還元 あ る い は 非還 元
条件下で Webe r ら37，の 方法 に 従 っ て S D S－ ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ケル 電気泳動くS DS－P A G El に 供し ， バ ン ド
の パ タ ー ン を検 討 した ．
VIl． 抗 ヒ ト好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ単 ク ロ ー ン抗体 の 作
製 お よ び 同抗体 の 性質 の 検討
1 ． 単 ク ロ ー ン抗体 の 作製38 即 一
抗原 と し て は精製 し た El， E 2 混合液 を使用 した ．
P B S 50ノバ 中の エ ラ ス タ ー ゼ20声 g と完全 フ ロ イ ン ト
ア ジ エ バ ン ド50ル1 か ら エ マ ル ジ ョ ン を作製 し ， 叫 匹
当た り20声 g エ ラ ス タ ー ゼ 但1＋ E 2I を7週齢 オ ス
Balbノc マ ウ ス 尾 根部皮下に 免疫 し た ． 1 4日 後 エ ラ ス
タ ー ゼ くE l＋E 2J2OJLl，l P B S溶液1 0OJJl尾静脈 に 注射
し て ブ ー ス タ ー を行 っ た ． そ の 3 日後 ， 脾細胞 を採取
し ， 1．2xlO8個 の 牌細胞 に 対 し4 ．OxlO7偶 の Sp2ノ0骨
髄腫細胞 を45％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 下 で 融 合 さ
せ
，
16時間後 ， H A T溶液 を用 い て 融合細胞 を選 択 し
た － 2週間後
．
e n zym e－1inkedim m u n o s o rbe nta s s ay
くE LIS AJ 法を用 い て 抗 ヒ ト 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ 抗 体
を産 生し て い る ハ イ ブリ ド ー マ 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ
した ■ 選択 し た ハ イ ブリ ド ー マ 株 を ク ロ ー ニ ン グし た
後増殖 させ ， 再 び くE u S AI 法 を用 い て 抗 エ ラ ス タ ー
ゼ産 生株 を選 び再 び ク ロ ー ニ ン グ を行 っ た ． 最終的 に
1 ク ロ ー ン を選 び Balbノc 腹腔内で 増殖 さ せ
， 腹水 か
ら A ffigel Protein A カラ ム く日本 バ イ オ ラ ッ ド ラ
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ボ ラ トリ ー ズ ー 東 刹 を用 い て 抗体を精製 し た ． 精 製
抗体 は ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グ 法相 を用 い て抗原 と
の 対応 を検討 した ．
2 ． 精製抗体の性質の 検討
精製 し た抗体の 抗体価 は E LIS A法に よ っ て ， サ ブ
ク ラ ス は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナル タイ ビ ン グ キ ッ トを 用
い て検討 した ．
精製抗体の 酵素晴性阻害能に つ い て は同酵素の ゼ ラ
チ ン 分解活性阻害能 を も っ て検 討し た ． エ ラス タ ー ゼ
E 2 と， 10 0倍 か ら204800倍ま で の 各希釈倍率の 精製抗
体と を0－02％ マ ウ ス IgGJO－05 M Tris．H Cl， pH 7． 61
0．15 M NaCl溶液中で 4OC に てT一 晩 ， 反応 さ せ た も の
を試料と し て ゼ ラ チ ナ ー ゼ活性 の 測定 を行 っ た ．
V軋 抗 ヒ ト好中球 エ ラス タ ー ゼ 単ク ロ ー ン抗体 を 用
い た免疫組織学的検討
1 ． 対 象
気管支肺炎 2例の 肺組織 側検彿 ， 結節性多発動脈
炎 bolya rte ritis nodo s a， P NJの 小腸 お よ び皮膚各 1
軋 2例 の 慢性関節リ ウ マ チ 情 動恥 の 増殖滑膜お よ
び関節腔よ り採取 した浸出物く以 上 手術材 料 計 6例
に つ い て組織学的 な ら び に 免疫組織化学的 に 検索 し
た ． 組織学的に は
，
10％中性緩衝ホ ル マ リ ン固定後 ．
パ ラ フ ィ ン 切 片 を作製し ． へ マ トキ シ リ ン ． エ オ ジ ン
the m ato xylin e o sin， H ．El染色， ア ザ ン染 色． ェ ラ ス
チ カ ． ワ ン ギ ー ソ ン くela stic a v a nGie s o n， E V Gl 染色
お よ び鍍銀染色を施 し た ．
2 ． 免疫組織学的検索
上記症例に つ い て酵素抗体法間接法 に て エ ラ ス タ ー
ゼ の 局 在 を検索し た ． 各組織切 片を脱パ ラ フ ィ ン し ，
1 ％ H202ノ99％メ タ ノ ール を睾も引こ て30 分間浸潰 さ せ
る こ と に よ っ て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活性 を ブ ロ ッ
ク し た ． P B Sに て 洗浄後
， 非特異的反応を抑制す るR
的で 3 ％ B S AノP B Sを室温 に て30分間作 用 さ せ た ．
引 き 続 き
． 作 製 抗 エ ラ ス タ ー ゼ 抗 体 く1 0侶デ音希 釈
P B SI を4
O
Cに て－一一 晩反 応さ せ た ． つ ぎ に 冷 P B Sに て
10分 間 ． 3 回 洗浄し た の ち
，
ビ オナ ン 化 ウ マ 抗マ ウ ス
IgG 抗 体を 用 い た A B C法 を 施行 し た ． 陰作 紺tく弓ヒ し
て は
， 抗 エ ラ ス タ ー ゼ 抗 体の 代 わ り に 止 常 て r17 フ．
工gG を反 応さ せ た ．
気管支肺炎お よ び 結節性多発動脈炎の 症例 で は 弾性
線経 と好中球 エ ラ ス タ ー ゼの 局 在 を明瞭 に 捏 ボ ナ るトヨ




． ヒ ト好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 精製
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Tablel． Purific atio n ofhu m a nle
uko cyte ela sta s e
Total Total Spe cifi
c
Fr a ctio n step pr Otein
くm gつ
Gr a n ula rpr otein
Hepa rin－a min o c ellulofin e
Apr otinin
－ agarO S e








Table2． Effe ct of inhibitor s o n pu rif
ied
elasta s eくE 2l
a ctivity Re c o c ove ry a Cti
vity Pu rific atio n






46 560 12 4
1 0 920
13 540
Inhibit。， Co n ce ntr atio n Activityく％l
E D T A
l，10－ phe n a nthr olin e
P M S F
D F P
S B T工
N－ ethylm alei mi de
Pepstatin A
50m M l17
5 血M l O2
10m M O
l m M O
lOm M O
lm M O
l m M O
lO．m M 80
50m M 77
三 本の カ ラム ク ロ マ ト グラ フ ィ に よ る 好中球 エ ラ ス
タ ー ゼ の 各精製段階の タ ン パ ク 量 ， 精 製率 ， エ ラ ス
タ ー ゼ活性 お よ び比活性 は表 1 に 示 す と お り で あ る ．
精 製 率 は Elニ 204倍 ， E 2ニ 120倍 で ， 比 活 性 は
Elニ 920， E 2ニ 540単位ノm g で あ っ た ． 末梢 血2．61 を
用 い て ， 7 XlO
9個の 好中球か ら タ ン パ ク と し て の 収
量は E l二 0 ．10m g， E2ニ 0 ．21m gく分子 吸光係数 A2鋪r m1
1％ニ 9 ． 瑚 で あ っ た ． な 勘 合 成基質 Ben z oyltyr o
－
sylpa r a nitr o anilide お よ び N
－S u C Cinylala nylalanylp－
r o rylphe nylala nylpa r anitr o a nilide くN
－Su c－A la ．A la －
Pro－P he－pN Al を 用 い て カ テ プ シ ン G の ア ツ セ イ を
行っ た が ， カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ の全過程 を通 じて
カ テ プ シ ン G活性 は検出さ れ な か っ た ．
表 2 は， 各種 プロ テ ィ ナ
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー の精製 エ
ラ ス タ ー ゼ に 対す る活性阻害効果 を 示 し て い る ． エ ラ
ス タ ー ゼ は ， P M SF， D F P， S B T Iに よ っ て 完全 に 阻害
さ れ た が ， E D T A， 0
－
phe n a nthr olin e に よ っ て は阻害
さ れ な か っ た ． N EM く100m Mlお よ びペ プ ス タ チ ン A
く50m 叩 で は活性 は各々 約80％， 77％に 低下 した が ，
完全に は阻害 さ れ なか っ た ．
Iエ． ヒ ト好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 基質特異性
1 ． ウ シ 不 溶性 エ ラ ス チ ン
図 3 は精製 エ ラ ス タ ー ゼE 2に よ る不溶性 エ ラ ス ナ
ン 分解能 を示 し て い る ． 反応 2時間後 ま で 直線性が得
られ て お り ， 60ngく32．4m Un呵 の エ ラ ス タ
ー ゼ に よ っ
て 1時 間当た り 5 声 g の エ ラ ス チ ン が 分解さ れ る こ と
が 示 さ れ た ．
2 ． ヒ ト工 ， H ， m ， 1Vお よ び V型 コ ラ
ー ゲ ン
図 4 に じ 卜 工 ， H ， 1工1， 及 びV 型 コ ラ
ー ゲ ン の エ ラ
ス タ ー ゼ に よ る 分解 の パ タ ー ン を 示 す 一 ヒ ト 工 型 コ
ラ ー ゲ ン の 分解 に つ い て は ， S D S－P A G Eで の 高分 子
量領域 の バ ン ドが 消失 して い た － そ の ほか の
バ ン ド に
質的な 変化は見 られ なか っ た － ヒ ト m 型 コ ラ
ー ゲ ン に
っ い て は エ ラ ス タ ー ゼ の 作用 に よ っ て 高分子 畳領域 の
バ ン ド が 消失 す る と と も に ぼ工工I鎖 の バ ン ド が 淡染化
し ， 分子 量約 75 K のバ ン ド が 出現 した ■ ヒ トH お よ び
v 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て は エ ラ ス タ
ー ゼ作 用の 有無 で
バ ン ド に 変化 は 見ら れ な か っ た ．
1 Y型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て は ， エ ラ ス タ
ー ゼ作用 に よ
る バ ン ドの 変化 を経時的 に 検討 し た ． 図5 に 示 さ れ る
の は E B S肉腫由来I V型 コ ラ ー ゲ ン に エ ラ ス タ
ー ゼ を
作用 さ せ て得 られ た 試料の S D S
－P A G Eく5％ アク リ ル
ア ミ ドゲ 叫 上 の パ タ ー ン で あ る ． 庇 2 くI明， pr O ぼ 2
く川 ， pr O ぽ1く叩 ， y くI明 の
バ ン ドの 淡染化と と も
に 分子 量約 100 K， 85 Kお よ び 68K のバ ン ドが 出現 し
た ． ま た ， pr O ぽ 2 仰 よ りわ ず か に 低分子 量領域 に
2本の バ ン ドが 出現 し た ． さ ら に 高 分子 量領域 よ り月
1 1 川 領域 に 相当 す る バ ン ド が 出現 し た － 分 子 量
100 K と85 Kの バ ン ド は還元 の 有無 に よ っ て差が 認 め
ら れ な か っ た ． ヒ ト胎盤由来押 型 コ ラ
ー ゲ ン の エ ラ ス
タ ー ゼ に よ る分解 の SD S－P A G E 上の パ タ
ー ン をみ る
と ， 仔 2く1明 お よ び y 仰 の バ ン ドが 殆 ど消失 し ， 分
子 量 100K と 85 K のバ ン ドが 出現 し て い た ． さ ら に ，
高分子 量領域か 一ら月12川 領域 に 相当す る バ ン ドが 出
現 して い た ．
好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と 炎症
3 ■ ラ ミ ニ ン
，
フ ィ プ ロ ネ ク チ ン ， お よ び プ ロ テ オ
デ ル マ タ ン硫酸
図 6 はラ ミ ニ ン に 精製 エ ラ ス タ ー ゼ E2を 作用 さ せ
て 得た試料 の S D S－P AG E 上の パ タ ー ン で あ る ． ラ ミ
ニ ン は 分子 量約400 Kの A鎖 ， 約 200 Kの B 鎖と も に
分解 さ れ ， S D S－P A G E上分子量約 120 Kの 領域 に バ






















ユQ さQ ，O lコロ 150 川0 1 川 14 0 17くI
in c ub a tio n tim e くrninJ
Fig． 3． K in etic analysis of the
3H－1abeled
ela stin －hydr olyzing a ctivity of ela sta seくE 2Ia s
a fu n ctio n of inc ubatio n tim e．
3
H －1abeled
gelatinく20JJ g， 120， 00dpml w a sin c ubated with
ela sta s eく60ngンfo rthe tim e sindic ated．
＋ ．．．－ ．一 十 一 十 一
書 葦董 董嘗茎
Fig． 4． Degradatio n of type I， II， II a nd V
C Ollagen． Ea ch c ollage nく20jL gIw a sincubated
With ela sta seE 2く15JL gl fo r 21 hr at 25
O
C ．
T he re a ctio n pr odu cts w e r e a n alysed o n
S D S－P AG Eく5％ total a c ryla mideI u nde r the
r edu c ed conditio n s afte rthe in c ubatio n．
伽 〆 飯 川
鷲芸ご
働 一 両射H り
－ ． ．． － ． ヰ引II
FigT5． Degr adatio n ofty pe IVc o11age n－ Ty pe
IVc ollage nく20JL gI w as inc ubated with ela st－
a s eE2く20nglfo rO－24 hr at 250C． T he re a c－
tio npr odu cts w e r e a n alys ed o nS D S－P A G Eく5％
total a cryla midel u nde r the redu c ed くRl o r
non － redu c ed くNI c o ndit o n afte r the in c uba－
tio n． Nu mbe r of e a ch la n eindic ates the
in c ubated tim eくho u rsl． I， ty pe I c ollage n a nd
C， CO ntO rl for r edu c ed ty pe IV c ollagen afte r




十 十 ＋ －
Fig． 6． Degr adatio n of laminin ． La min in
く20JL gン w a sin c ubated with ela sta s eE2 t20ngl
fo rO， 4， 12， O r24 hr at 37
0
C ． T he re a ctio n
Pr Odu cts w er e a n alys ed o n SD S．P A G Eく5％
totala c rylami dehlnde rthe r educ ed c o nditio n
after the in c ubatio n with く十l o r witho ut
ela sta s e．
8子 量 の 低下 が み ら れ た ． El を作用 さ せ た場合 も E2の
場合 と比 較 して バ ン ド の パ タ ー ン に 差異 が 見 ら れ な
か っ た ． 図 7 は細胞性 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン に エ ラ ス タ
ー
ゼ E2 を作 用 さ せ て 得 た 試料 の S D S－P A G E 上の パ
タ ー ン で あ る ． 図に 示 さ れ る ごと く細胞性 フ ィ ブ ロ ネ
0 1 2 ヰ 8 2 4 之4C
Fig．7． Degr adatio n of fibro n e ctin ．
Ce11ula r
fibr o n e ctin く20JL gl w a sin c ubated with ela st－
a seE 2く20ngl for l， 2， 4， 8， 24 hr， at 37
0
C ．
T he re a ction pr odu cts w e rea n alys ed o n
S D STP A G Eく5％ total a c rylami del u nde r the
r edu c ed c ontitio n afte rthe in c ubatio n－
Fig． 8． Degr adatio n of pr ote ode r m at n s ulfate
くP D Sl with high く即 o r lo w くLl m ole c ula r
w eight． Either P DSく20JL gl w a sin cubated
with ela sta s eE 2く60nglfo r2， Or 8 hr at 37
0
C．
T he re a ctio n pr odu cts w ere a n alysed o n
S D S－P A G Eく10％ total a crylamdel u nde rthe
redu c ed c o ndit o n after the in c ubatio n．
辺
ク チ ン の エ ラ ス タ ー ゼ に よ る 分解 が確認さ れ た 一 分 解
の 初期 に は 分子 量約 14くJK，1 15 Kお よ び 飢K の 計 3本
の バ ン ドが 出現 した が ， 反 応が 経過 す る に 従 っ て こ れ
ら の バ ン ド は消失し た ． な お ， 血 壁 フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン
も ま っ た く同様 の 分 解 パ タ ー ン を示 して い た ． 図8 は
プ ロ テ オ デ ル マ タ ン硫酸 に エ ラ ス タ ー ゼ E 2 を作用 さ
せ て得 た試料の S D S．P AG E上 の パ タ
ー ン を示 して い
Fig． 9． Im m un oblot a n alysI S Of the pr odu c ed
a ntibody． T he fr a ctio n eluted fr o m apr otin in
－
－ agarOS e C Olu m n w a s charged o nS D S
，P A G E．
T he pr otein s o nthe gel w er e im m ediately
tr a n sfe r ed o nto the nitro c ellulo sepaper－ T he
pape r w a s stain ed by Aur odye くり o r re a cted
with the pr odu c ed m o n o clo n al a ntibody く21．
T her r e a ctio n ofthe antibody re strictedto the
ela sta seis show n．
Fig． 10． Ou chterlo ny do uble im m un odiffu sio n of
the produ c ed a ntibody again st antim o u se
im m u n oglobulin s． Antibody again st m o u s e
IgGLく11IgG28 く2l，IgG2bく3ナ， IgG3く41， IgA く5l o r
IgM く61is filled in the w ell． Single lin eis
show n betw e e n the pr odu c ed m o n o clo n al
antibody a nd the a nti． m ou s eIgGl．
好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と 炎症
る ． 図の ごと く
．
プ ロ テ オ デル マ タ ン 硫酸 は高分子 遣
画分
，
低分 子 童画分 と も に 時間 を経 る に 従 っ て 低分 子
量化 して い っ た ．
m ． 作製単ク ロ ー ン 抗体の 性質
精製 した 抗 ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ単 ク ロ ー ン 抗体
が 反応 す る タ ン パ ク を ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法
くイ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グi封 を用 い て 検討 し た ． 図9 に
そ の 結果 を し め す ． 図 9－1 は ア ブ ロ チ エ ン ア ガ ロ ー ス
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に て溶出 され た エ ラ ス タ ー ゼ 画分 を
S D S－P AGE 後 ． ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し ，
Aurodye 染色 を施 した も の で ， 図 9－2 は転写後イ ム ノ
ブ ロ ッ テ ィ ン グ法 に 従 っ て検出さ れ た 単 ク ロ ー ン 抗体
反 応性 タ ン パ ク の パ タ ー ン で あ る ． 図に 示 さ れ る ご と
く作製抗体は エ ラ ス タ ー ゼ El と E 2の み に 反 応 す る
こ と が確認さ れ た ．
図1 0に 作 製し た 単 ク ロ ー ン成 体の サ ブ ク ラ ス を マ ウ
ス モ ノ ク ロ ー ナ ル タ イ ビ ン グキ ッ ト に て 検討 した 結果
Fig． 11． Light mic r ograph of lu ng tiss u e
with br o n chopn e u mo nia im m u n o stain ed for
ne utr ophilela sta se folo w ed by W eigert
，
s
Stain ． Ela sta seis stained in a nd a r o u nd the
n e utrophils． x 300．
9
を 示 す ． 作製抗体 と抗 マ ウ ス 1gGl と の 反 応 に よ る 免
疫沈降練一一 本 の み が 出現 し た ．
エ ラ ス タ ー ゼの ゼ ラ チ ン 分解活性 に 対する 作製抗体
の 影響 を検討 し たと こ ろ
， 精製抗体 の 濃度 に 関係 なく
け1川一 定の ゼ ラ チ ン 分解活性が認め ら れ た ，
VI
． 炎症組織 に お け る と 卜好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 局
在
1 ． 気管支 肺炎
組織学的 に は 紺気管支 ． 肺臓腔 お よ び肺胞壁 に 好中
球お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジの 浸出が特徴的 で あ っ た ． 細
気管支お よ び肺胞 上皮細胞 は所 々 変性剥離し ， 部分的
に 肺胞壁 の 破壊消失が伴わ れ て い た ． E V G染色で は
肺胞壁 の弾性線維 に 断裂， 破壊が み ら れ た ．
図11 は同組織 を作製 し た抗 ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ
抗体 に て 免疫染色し た後 ， ワ イ ゲ ル トの 弾性線維染色
を施 し た も の で あ る ． 図に 示 され る ごと く ． 抗 エ ラ ス
タ ー ゼ抗体 は好中球の 胞体 に は 顆粒状に 強陽性 ． 細胞
Fig－ 12． H igh po w e r vie w of lu ng tissue
With br o n chopn e u m o nia im m u n o stained fo r




． Ne utr ophilela sta seis sho w n a s so ciated
with fr agm e nted elastic fibe rsくa rr o w sナ． x600．
10 渡
外 で は び ま ん性弱陽性 に 反応 し て い た － 断裂 した 弾性
線推に 接 して エ ラ ス タ ー ゼ が細 顆粒状 に 染色 され て い
る と こ ろも み られ た く図12ナ．
2 ． 結節性多発動脈炎くP NI
P N症例 の 小腸組織 を組織学的に 検討 した ． 病変部
の 粘膜 上皮は融解壊死 に 陥り ， 腸管壁の 全層 に わ た っ
て 好中球 を主 体と す る著 し い 炎症細胞浸潤 と出血が み
ら れた ． 腸管壁の 中 ． 小動脈 に は フ ィ プ リ ノ イ ド血 管
炎が み ら れ ， 限局性 ま た は全周性 に フ ィ ブ リ ノ イ ド壊
死と好中球， マ ク ロ フ ァ ー ジ ， リ ン パ 球 ら の 浸潤 が み
られ た ． E V G染色 で は 炎症 の 激 しい 部位 に お い て 動
脈壁弾性線維の断裂破壊が認 め ら れ た 一 同組織 を作製
した 抗 ヒ ト好中味 エ ラ ス タ ー ゼ 抗体 に て免疫染色 した
の ち ， ワ イ ゲ ル ト染色 を施 し て観察す る と 腸管壁全層
Fig． 13． Light mic r ograph of a rtery くa rr o w sl of
polya rteritis nodo s a im m u n o sta
in ed fo r
n e utr ophilela sta se follo w ed by W eige rt
，
s
staining． Neutr ophils c o ntaining ela sta se，
infiltr ating within a nd a r o u nd the a rte rial
w all a r e dem o n str ated， a C C Om pa nied by
pa rtial fr agm e ntatio n of ela stic fibe rs． Ela st
－
a s eis als o sho w n e xtr a c ellula rly a s fin e
gr an ule s． X300．
辺
に 浸潤 して い る 好 中球 に エ ラ ス タ
ー ゼ が 陽性 で あ っ
た ． 図13に 示 す ごと く ， 動脈 周 囲に み られ る好中球の
胞体 お よ び細胞外の 問質 に エ ラ ス タ
ー ゼ が陽性 に 染 め
出さ れ ， こ の 部分で は血 管壁 の 弾性線維 の 断裂崩壊が
み ら れ た ． エ ラ ス タ ー ゼ 免疫染色陽性部に ほ ぼ
一 致 し
て 著 し い 弾性線維 の破壊 が認 め ら れ た ． P N症例の 皮
膚 に お い て も腸管壁同私 血管壁 に 浸潤 し て い る好中
球 お よ び 問質 に エ ラ ス タ ー ゼ陽性 で あ り ， 同部位 の 弾
性線継が崩壊 し て い た －
3 ． 慢性関節 リ ウ マ チ くrheu m atoida rthritis， R Al
組織学的に R A活動期 の 増殖滑膜 に は リ ン パ 濾胞
を伴 う リ ン パ 球浸潤 に 加 え て所 々 好中球 の 浸潤が み ら
れ た ． 好 中球 は滑膜表層細胞層お よ び 滑膜内膜下層 に
散在 し ， 関節腔内の 浸出物に は好中球の 集簾が み られ
た ． 免疫組織化学的 に は これ ら好中球 の 胞体 は抗 エ ラ
ス タ ー ゼ 抗体 に 反応 して 染色 さ れ る こ と が 確認 さ れ
た ． 図14 は活動期 R A患者の 関節腔か ら採取さ れ た 浸
出物 に つ い て ， 作製 した 抗 エ ラ ス タ
ー ゼ抗体 を用 い て
Fig． 14． Light microgr aph of e x udate s fro m
joint of rhe u m atoid a rthritis im m unostain ed
fo r n e utr ophol ela sta s e． Ela sta seis diffu s ely
stain ed a sfin egran ule s． X300．
好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と 炎症
免疫染色 を施 し た も の で ある ． エ ラ ス タ ー ゼ は好中球の
胞体の み な ら ず， 浸出物中に も 強く 陽性 で あ っ た ．
なお ， 対照 と し て ， 抗 エ ラ ス タ ー ゼ 抗体の か わ り に
正 常 マ ウ ス IgG を反応 させ たが ， 明 らか な陽性所見は
認め ら れ な か っ た ．
考 察
エ ラ ス タ ー ゼ は 仁不溶性 エ ラ ス ナ ン を 可溶化さ せ る
酵素J と定義41，され て お り1949 年 Balo と Ba nga 42，に





， マ ク ロ フ ァ ー ジ 伽 ，
， 平滑 筋細
胞 卿 ， 腫 瘍細胞5 り らも エ ラ ス タ ー ゼ を塵 生 す る こ と が
明 ら か に な っ て い る ． 本研究 で は こ れ ら の エ ラ ス タ ー
ゼの う ち炎症の 進展 に 重要 な意義 を持 つ 好中球由来の
エ ラ ス タ ー ゼ に 注目 し て実験 を行 っ た ． 同酵素 の 精製
上 の 問題点 ， 基質特異性 ， お よ び 炎症巣 に お け る局 在
と そ の 役割 に つ い て項目別 に 考察 を加 える ．
ま ず好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 精製 上 の 問題点 に つ い て
述 べ る ． 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 精製方法 に つ い て は
Ba ugh ら
2G，
， He ck ら
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お よ び Ba rr et ら12，が す で に 報
告 して い る ． 彼等 は ア プ ロ チ エ ン カ ラ ム と C M C カラ
ム が精製 に 不 可欠で あ る こ と を強調 して お り
， 第 一 段
階の カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ と し て ア ブ ロ チ ニ ン カ ラ
ム を用 い て い る
ア ブ ロ チ ニ ン は膵臓 に 由来 す る分 子量 約6 50 00の ト
リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ． 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ と
の 結合性 が ト リ プ シ ン や キモ ト リ プ シ ン との 結合性 に
比 較 して 低く ， こ の 点が ア プ ロ チ ニ ン カ ラ ム の 特徴と
な っ て い る ． 結合性が 低 い と い う 性質 に は酵素が穏和
な条件 で 溶出さ れ る と い う 利点が あ るが ． 爽雑物 に よ
る 干渉 を 受け や す い と い う 欠点も あ る ． ア プ ロ チ エ ン
と エ ラ ス タ ー ゼ と の 結合性 を高め る ため に 低塩濃度の
緩和液に て カ ラ ム を平衡化し た 場合 エ ラ ス タ ー ゼ と爽
維タ ン パ ク と の 疎水性結合が強ま っ て ， か え っ て ア プ
ロ チ ニ ン と の 結合性 が低下 す る 可能性が ある ． ま た ，
核酸 の 東経が あ れ ば 塩基性 タ ン パ ク で あ る 好中球 エ ラ
ス タ ー ゼ に 影 響 を 与 え る か も 知 れ な い ． 事 実 ，
Ba ugb ら
器，が ア プ ロ チ ニ ン カ ラ ム で 川0％の 回収率 を
得 て い る の に 対 し ， He ck らT71の 報 菖で は 回収率 は わ
ず か 19％ で あ っ た ． こ れ は ア ブ ロ チ エ ン カ ラ ム に 供し
た 試料 の 遠 い に よ る も の と 推 測 さ れ る ， つ ま り ，
Ba ugb らで は 白血 球の 顆粒の み を 厳密 に 抽出し て用
い て い る の に 対 し ， He ck らで は核 酸お よ び核酸分解
物が爽推 し て い る試料 を用 い て い る と思 わ れ る の で あ
る ． 著者が 白血 球 を超音波破砕 し て得 た試料 ， す な わ
ち核酸 ， 細胞質成分 お よ び顆粒蛋白 な どの 混 合物 を ア
11
プ ロ チ ニ ン カ ラ ム に 供 し た と こ ろ ， 相当 量 の エ ラ ス
タ ー ゼ が 素通り した ． ま た ， こ れ は カ ラ ム 容 墨 に 対す
る過剰負荷 に よ る も の で な い こ と も 確 認 さ れ た ．
He ck ら や本研究 の 結果 か ら ア ブ ロ チ ニ ン カ ラ ム に 供
す る 試料と して は 核酸及 び核酸分解物な どの 爽雑物 を
ふ く ま な い 顆粒画分の タ ン パ ク を用 い る こ と が 重 要で
あ る と 考 えら れ た ．
つ ぎに Ba ugh ら の 方法
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に 従 っ て顆粒蛋白 の み の
抽出を 試 み たと こ ろ ， 細胞膜 を破壊 する 操作 お よ びホ
モ ジナ イ ザ ー を用 い て顆 粒蛋白 を抽出す る 操作が き わ
め て 繁雑で あ っ た ． そ こ で著者 は好中球 を刺激す る こ
と に よ っ て 脱顆粒さ せ る と い う 方法 を試み た ． こ の 方
法で 得 ら れ た 顆粒蛋白画分の エ ラ ス タ ー ゼ活性は 好中
球 を破砕 し て抽出 し た エ ラ ス タ ー ゼ活 性 の 約3 0％で
あ っ た が ， Baugb らの 方法 に 比 べ て 簡便 で あ り ． とく
に 他の タ ン パ ク や 核酸の 爽維を防ぐ ため に は 不 可欠な
操作と考 えら れ る ．
好中球糟粒蛋白に は エ ラ ス タ ー ゼ や カ テ プ シ ン Gの
ほか ， ゼ ラ ナナ ー ゼ お よ び コ ラ ゲ ナ ー ゼ も 共存 し て い
る ， した が っ て エ ラ ス タ ー ゼ と ． コ ラ ゲ ナ ー ゼ ， ゼ ラ
テ ナ ー ゼ お よ び カ テ プ シ ン G と を 分離す る こ とが 望ま
しい ． C hristn e rら 7一の 報菖 に よ れ ば 好中球 コ ラ ゲ ナ ー
ゼ は ア プ ロ チ エ ン セ フ ァ ロ ー ス 4B カラ ム に 吸 着 され
ると い う 0 ヘ パ リ ン カ ラ ム を用 い た場合 ， コ ラ ゲ ナ ー
ゼ ， ゼ ラ テ ナ ー ゼ は 全て 素通 る こ と が知 られ てお り
．
また 著者も こ れ を確認 した の で
．
エ ラ ス タ ー ゼと
，
ゼ
ラ チナ ー ゼ
，
コ ラ ゲ ナ ー ゼ と を分離 する 目的 で 著者は
ヘ パ リ ン カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ を エ ラ ス タ ー ゼ 精製
の 最初の 段階に 用 い た ． ヘ パ リ ン カ ラ ム で の エ ラ ス
タ ー ゼ 活性の 回 収率 は85％， 精製率は6．9倍 で ， エ ラ
ス タ ー ゼ の 精製に こ の カ ラ ム は有効と 考え ら れ る ．
C M Cカ ラ ム は好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と カ テ プ シ ン仁i
と の 分 離 に 有効 で あ る ． カ テ プ シ ン G は好中球 エ ラ ス
タ ー ゼ よ り 等電点の 高い タ ン パ ク で ， C M Cカ ラ ム で
は エ ラ ス タ ー ゼ よ り 高い 塩 濃度 く0 ． 4 5M NaC l以 い
で 溶出さ れ る ． 本研 究に お い て は
，
カ テ プ シ ン G はヘ
パ リ ン カ ラ ム に 供す る試料の み なら ず ． そ れ 以 降の エ
ラ ス タ ー ゼ 精製 の 過程 を通 じ て その 酵素活性 は検出さ
れ な か っ た ． カ テ プ シ ン G は溶解度の 低 い タ ン パ ク で
あ り ， Ba ugh ら の 報告 に よ れ ば ． O ．亡15 M Tris－ H Cl，
PH 7．610．05M NaCl緩衝液に て 試料 を透析 し た際 ．
析 出し た沈殿 画 分に 検出 され る ． 今回 エ ラ ス タ ー ゼ 精
製 に お い て は ， ヘ パ リ ン カ ラ ム に 供す る 以 前の 過程の
カ テ プ シ ン G活性 は検討 し て い な い が ． 恐ら く 塩漬度
0－05 M NaCl緩衝液 で 透析 し た際 に ， 沈殿 画分に 移行
し
， 除 か れ た も の と推測 され る ．
12 渡
C M C カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ は好中球 エ ラ ス タ ー
ゼ の アイ ソ ザ イ ム を分離 す る た め に も 有効 で あ る ．
Ba ugh ら
261は C M Cカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ を用 い て
0．15 M NaCi か ら0．3M NaCl ま での 塩 濃度勾配で エ
ラ ス タ ー ゼ の アイ ソ ザ イ ム を検討 し
，
三 峰性の 活性 パ
タ ー ン を得 て い る ． さ ら に 彼 ら は 酸性 ゲ ル 電気泳動法
を 用 い て 4種 の アイ ソ ザイ ム を 分離 し ． お の お の El，
E2， Ea， E4 と 命名 し てい る が ， 各ア イ ソ ザ イ ム の 精製
は 行 っ て い な い ． 彼 ら の 報告 に よ れ ば ， 分子 量29．5 K
の E4 が 主 要成分 で ， ア イ ソ ザ イ ム 全体 の 活性 の約
60％ を占め て い る ． 著者は 各ア イ ソ ザ イ ム の 精製 を目
的 と して 同様 の 方法 を 用 い て ， 二 峰 性 の 活 性 を検出
し ， 各々 をポ リ ア ク リル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動上単 一 の
バ ン ド と して 精製 した ． 同酵 素は 分子 量が 約 25 K で，
エ ラ ス タ ー ゼ で ある こ と は不溶性 エ ラ ス チ ン の 分解能
を も っ て 確認 さ れ た ． ま た 同 酵素 が セ リ ン プ ロ テ ィ
ナ ー ゼ に分類 され る こ と はイ ン ヒ ビタ ー を 用 い た 阻害
実験 に よ っ て確 か め られ た ． Ba ugh ら の 結果 と照合
す る と ， 著者 の精製 し た E 2は Ba ugh ら の 命名 し た
E． に 対応 し ， 著者の 命名 した E l は Ba ugh ら の El，
E2， E3， の 混合物 に 相当す る もの と 思わ れ る ．
現在で は好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の ア ミ ノ 酸配列 は決定
さ れ て お り ， ア イ ソ ザイ ム は糖付加 の差 に よ る も の と
考 え られ て い るさ2I． しか し ， 各 アイ ソ ザ イ ム は 単離精
製 され て お らず ， 基質分解能や酵素 の安定性 ， ア イ ソ
ザ イ ム を生 じ る細胞内プ ロ セ ッ シ ン グ の差異ら は 明 ら
か に さ れ て お らず今後 の 検討が必要 と考 え ら れ る ．
次 に好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 基質特異性 に つ い て 述 べ
る ． 好 中球由来の エ ラス タ ー ゼ は エ ラ ス チ ン 分子 の デ
ス モ シ ン ， イ ソ デ ス モ シ ン 近傍 に 存在 す る VaトX あ
る い は A la 一芸 の部位 を切断す る 幻Iが ， エ ラ ス テ ン の み
な らず他 の細胞間 マ ト リ ッ ク ス 成分 も 分解 す る こ とが
知 られ て い る
16卜 以l
． 本研 究に お い て も ， 著者 の 精製 し
た エ ラ ス タ ー ゼ は不溶性 エ ラ ス チ ン 分解能の み な ら ず
工型 コ ラ ー ゲ ン の 架橋分解能 ， 工1I型 コ ラ ー ゲ ン 分子 鎖
内 の切断能 ， 工V 型コ ラ ー ゲ ン ， ラ ミ ニ ン お よ び フ ィ ブ
ロ ネ ク テ ン に 対す る 限定的分解能 ， プ ロ テ オ グ リ カ ン
分解能 を有 して い た ， こ こ で は好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の
エ ラ ス テ ン以 外 の マ ト リ ッ ク ス 分解能 に つ い て 考察を
加 え た い ．
ト型 お よ び工I型 コ ラ ー ゲ ン の 分 解能 に 関 し て は
Sta rkey ら
161 m が ブ タ腱由来 の 試料 を用 い て ， 好 中球
エ ラ ス タ ー ゼ が コ ラ ー ゲ ン の 分子 間架橋 を切 断す る こ
と を示 して い る ． m 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て は Gadek
ら
191お よ び M ain a rdi ら
201が ， エ ラ ス タ ー ゼ は コ ラ ー
ゲ ン の 分子 鎖 を3ノ4と1ノ4と に 切 断す る こ と を報告 し て
辺
い る ． 今 回 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ る 工 型 ， II 型， III
型 コ ラ ー ゲ ン の 分 解 に つ い て 検 討 し た と こ ろ ，
S D STP A G E 上の バ ン ドの パ タ ー ン をみ る か ぎり ． I
型 と m 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て は こ れ ま で の 報告と 同
様 の 結果が得 ら れ た ． H 型コ ラ ー ゲ ン に つ い て は使用
した 基質が架橋 を含ま な い 画分だ っ た た め架橋の 分 解
に つ い て の 検討 は 不可能 であ っ た ． し か し ， エ ラ ス
タ ー ゼ の コ ラ ー ゲ ン の 分子 鎖の 分 解能 に つ い て は ， エ
ラ ス タ ー ゼ は 分子 鎖 を切断 し な い と い う成績 が得 ら れ
た ．
基底 膜の 構成成分 であ る工V 塾コ ラ ー ゲ ン の 分解に つ
い て は ， M ain a rdi ら
21
が 報告 し て い る ． か れ ら は ウ シ
水晶体包か ら ペ プ シ ン消 化し て 得た Cl， C およ び D断
片 を基質 と し て ， こ れ ら が 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ っ
て 分子 量 90 K， 68 K，48 K， 37 K， 31 Kの 計 5種類の 断片
に 分解 さ れ る こ と を 報告 して い る ． 本研究 に お い て は
エ ラ ス タ ー ゼ に よ っ て と 卜胎盤由来お よ び E H S肉腰
由来工V 型コ ラ ー ゲ ン が 分解 さ れ 分 子 量 約 100 K と
85 K の産物 が得ら れ た ． M ain a rdi らの 報 告と 今回 得
ら れ た 結果と か ら ， エ ラ ス タ ー ゼ が工V型 コ ラ ー ゲ ン の
C 末端 か ら分子 量約 90－100 K部位 の 少 な く と も 1 カ
所 を切断す る と考 え られ る ． 好 中球に は エ ラ ス タ ー ゼ
と は 別 にIV型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ が 存 在 す る こ と が Tshe s－
che ら 瑚 に よ っ て 報告さ れ て い る ． 彼 ら は工V型 コ ラ ゲ
ナ ー ゼ が ぼ 鎖 の 7S 付近約1ノ3 の部分 を切断す る こ と
を示 し て い る ． エ ラ ス タ ー ゼ と工V型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ の 切
断部位が異 な る こ と か ら 両者の 協同作用 に よ る複数箇
所の切断に よ っ てIV型 コ ラ ー ゲ ン の 架橋構造 くspide r
fo r ml が破壊 さ れ る も の と推測さ れ る ．
ラ ミ ニ ン も 基底膜成分 の 一 つ で あ り ， ラ ミ ニ ン 分子
は独特 の 十字架構造 を し て い る ． ラ ミ ニ ン は工V型 コ
ラ ー ゲ ン ， プ ロ テ オ へ パ ラ ン 硫酸 ， ナ イ ド ジ ュ ン ら ，
他 の 基底膜成分 お よ び上 皮細胞 の 細胞膜上 の ラ ミ ニ ン
リ セ ブ タ ー と の 結合能 を有 し， 基 底膜構造の 保持 に 役
立 っ て い る と 考 えら れ て い る55ト 57I ． 好 中球 エ ラ ス タ ー
ゼ に よ る ラ ミ ニ ン の 分解 に つ い て は こ れ ま で に 報告が
ない ． 本研 究に お い て 著者は ラ ミ ニ ン の A鎖及 び B鎖
に 対 す る 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 限 定的分解能 を確 認
し
，
ア イ ソ ザ イ ム E lと E 2 と で そ の分解産物 の
S D S－ P AGE 上 の パ タ ー ン に 差が な い こ と を 示 し た ．
従 っ て 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ はIV型 コ ラ ー ゲ ン を分 解す
る の み な らず ， ラ ミ ニ ン の 十 字架構造 を破壊す る こ と
に よ っ て基底膜構造 の 崩壊を促進 して い る も の と想像
さ れ る ．
ラ ミ ニ ン と 並 ん で 結合組織 に 存在す る糖 タ ン パ ク と
し て フ ィ プ ロ ネ ク チ ン が あげ られ る ． フ ィ ブ ロ ネ ク チ
好中球 エ ラ ス タ ー ゼ と 炎症
ン は動物細胞表面 や組織体液中 に 存在 し
，
その 生理 機
能 と し て細胞の授乳 伸展 ， 移 軌 増乳 分化な ど細
胞の 基 本的活動 に 関与す る機能 があげ ら れ る 鎚，． 好 中
球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ る フ ィ プ ロ ネ ク チ ン の 分解 に つ い
て は M cDo n ald ら22，が す で に 報告 し て い る ． 彼 ら は エ
ラ ス タ ー ゼが 血 祭 フ ィ プ ロ ネ ク チ ン を 限定分解 し ， こ
れ に よ っ て細胞 と細胞間 マ ト リ ッ ク ス と の 相互関係の
環境が変化す る こ と を示 唆 して い る ． 今回 著者は 血凍
フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン の 他 に細胞性 フ ィ ブ ロ ネク チ ン に 対
す る エ ラス タ ー ゼ の 作用 も検討し た ． そ の 結果
，
エ ラ
ス タ ー ゼ は血 柴お よ び細胞性 フ ィ プ ロ ネ ク テ ン と も 同
様 に 分解 す る こ と が 示 唆 さ れ た ． 本研 究 に お い て ，
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の 分解 で出現 し た分子 畳約 140 Kお
よ び 54 Kの 断 片 は 分 子 畳的 に M cDo n ald らの 報
告訟Iと 一 致 す るが
，
分子 量 115K 及 び 81 Kの 断片な ど
彼 らの 報告と 異な る 所見も み ら れ て い る ， こ の 不 一 致
の 理 由は 明ら か で な い が ． 基質の 調製方法 の 差 が関係
し て い る の か も し れ な い ．
好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ る プ ロ テ オ グ リ カ ン の 分解
に つ い て は こ れ ま で M ale m ud ら卸 ， Sta rkey ら
17，
， お
よ び Schalk wijk ら24，が 報告し て い る ． M ale m 。d らは
エ ラ ス タ ー ゼ を 含 む 顆粒 画分 を ， Sta rkey ら と
Schalkwijk ら は精製好中球 エ ラ ス タ ー ゼ を 軟骨 に 作
用 させ る こ と に よ っ て それ ぞれ プ ロ テ オ ブ リ カ ン の 分
解 を検討 し ， 同酵素の プ ロ テ オ ブリ カ ン の 分解能 を指
摘 し てい る ． 本研究 に お い て 著者は精製 プ ロ テ オ デル
マ タ ン硫 酸を用 い て 好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の プ ロ テ オ ブ
リ カ ン の コ ア タ ン パ ク を分解す る こ と を S D S－P A G E
上 の バ ン ドの 変化 をも っ て 証明 した ■ こ れ ま で に 好中
球 エ ラ ス タ ー ゼ に よ る プ ロ テ オ ブリ カ ン の 分解 を， 精
製 さ れ た 基質を用 い て検 討し た研究 ほ報告さ れ て お ら
ず ， 本研究 が最初 で あ る ．
最後 に 炎 症 組織 に お け る好中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 局在
に つ し－て 述 べ る ． 上 述 の よう に in マitro に お し－ て エ ラ
ス テ ン を は じめ と し て 種々 の 細胞 間 マ ト リ ッ ク ス 由来
の タ ン パ ク が好 中球 エ ラ ス タ ー ゼ の 基 質と な り う る こ
とが 示 され た ■ 著 者は 炎症 性病巣 に お け る好 中球 エ ラ
ス タ ー ゼ の 局在と その 役割 を検討す る目的 で 精製 し た
と 卜好中球 エ ラ ス タ ー ゼ に 対す る 単 ク ロ ー ン 抗体 を作
製し た ． 精製 し た抗 ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ 抗体が 好
中球 エ ラ ス タ ー ゼ に 対し特 異 的で あ る こ と は
．
ウ エ ス
タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法 に よ り 本抗体 が エ ラ ス タ ー ゼ
El と E2の み に 反応 す る こ と か ら明 ら か で あ る ． また
本抗体 が エ ラ ス タ ー ゼ の ゼ ラ チ ン 分 解活性 をま っ た く
阻害 しな い こ と か ら
， 本抗体 の エ ビ ト プ は 活性 に 関
与 し な い 部位 であ る と 考え られ る ． こ の 抗 エ ラ ス タ ー
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ゼ抗体 を用 い て炎症 組織 に お ける好中球 エ ラ ス タ ー ゼ
の 局在 を免疫組織化学的 に 調 べ た ． 好中球 エ ラス タ ー
ゼ の 作 周効果を組織学的 に 検討す る に は エ ラ ス テ ン を
主成分と す る弾性線維 を指標と す るの が適当と考え ，
ま ず弾性線推 の 豊富な肺や血管 に お ける 炎症性病変 を
対象と し た ．
気管支肺炎の 肺組織 で は和気管支壁や肺胞脛お よ び
肺胞中隔に 浸潤 一 乗横 し て い る好中球の 胞体 や細胞外
の 問質に エ ラ ス タ ー ゼ が 証明 さ れ た ， 好中球 エ ラ ス




， 気管 支壁 や肺胞中隔の 断裂し た弾性線維 に近接し
て エ ラ ス タ ー ゼが 細顆粒状に 局在 し てい た ． 結節性多
発動脈炎 に お い ても 腸管壁お よ び皮膚の 中 ． 小動脈の
壁内 と動脈周囲 に 浸潤 して い る好中球の 胞体 お よ び細
胞外の 問質 に エ ラ ス タ ー ゼが 染色さ れ ， 血 管壁の 弾性
線椎が崩壊 して い た ， 肺 や血 管の 細胞間マ ト リ ッ ク ス
は 線維成分 を構成 す る エ ラ ス チ ン と コ ラ ー ゲ ン
， 線維
成分の 間を 滴た す プ ロ テ オ ブリ カ ン
，
お よ び フ ィ ブ ロ
ネ ク ナ ン や ラ ミ ニ ン な どの 糖タ ン パ ク を主 な 成分と し
て組 み立 て られ て い る 一 今回 の 組織学的お よ び免疫組
織化学的検索 に よ っ て気管支肺炎と結節性多発動脈炎
で好中球 エ ラ ス タ ー ゼと弾性線維の 崩壊 が共存 し て み
られ た こ と は好中球 エ ラ ス タ ー ゼが これ ら の 炎症性病
変 に お い て実際 に 酵素活性 を発 揮し ， エ ラ ス ナ ン を は
じめ 他の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス 成分を 分解 し て い る こ と




コ ラ ゲナ ー ゼ
3 川
， ゼ ラ テ ナ ー ゼ3ト 6－ら の プ
ロ ティ ナ ー ゼ や活性酸素も放出す る ． 従 っ て
， 炎症局
所で は これ ら の プ ロ ティ ナ ー ゼ と活性酸素ら の 協同作
周 に よ っ て組織 の 破壊が さ ら に 進行す る も の と 考え ら
れ る ．
本研究 で は慢性関節 リ ウ マ チ の 活動期 に お ける 好中
球 エ ラ ス タ ー ゼ の 局在 に つ い て も検討 し た ． 慢性関節
リ ウ マ チ お け る好中球の 役割 に つ い て は い く つ か の 報
告が み られ る． 梱 卜 殿1が
， 滑膜 で の 好中球浸潤 が軽度 で
あ る こ と か ら こ れ ま で そ の 役割に つ い て は あ ま り は臼
さ れ て い な か っ た － し か し
， 最 近 ， Velv a rt と
Febr
3い は慢性関節 リ ウ 1 7 ナ 患者の 関節軟骨に つ い て 抗
ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ抗体 を 剛 －て 免疫組織化学的
検討を行い ， 好中球 エ ラ ス タ ー ゼが 同疾患 に お ける 関




も慢性関節 リ ウ マ チ の 実験 モ デ ル に お い て 関節軟骨破
壊 に 好中球 エ ラ ス タ ー ゼ が 重 要な役割 を果た す 可能性
を指摘 し て い る ． 本研 究に お い て は増殖し た滑膜内に
浸潤す る 好中球 の 抱体 や関節腰内の 浸出物 に エ ラ ス
タ ー ゼ が 強く 陽性で あ る こ と を確認し た ． 従 っ て好中
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球 エ ラ ス タ ー ゼ が 関節軟骨破壊 に 関与 して い る よ う に
思わ れる ．
一 方 ， 生体内 に は各種プ ロ テ ィ ナ
ー ゼイ ン ヒ ビ タ
ー
が存 在 し， プ ロ テ ィ ナ ー ゼ の 作用 を調節 し て い る ． 好
中球 エ ラ ス タ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ
ー と し て は ば l プ ロ
テ ィ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビタ
ー くぼ l－ 叩 ， 庇 2－ マ ク ロ グロ ブ リ
ン ， Inter－ a －try pSin inhibito r が 知 られ てお り ， と く
に ぽ 1－P l が好 中球 エ ラ ス タ
ー ゼ作用 の90％以 上 を担 っ
て い る ． ぽ ．－P l は血中 に 200－ 300m gノdl の 濃 度 で 存
在 し ， エ ラ ス タ ー ゼ と は モ ル 比 が 1 二 1で 結合す る
弼
．
従 っ て ， 炎症部位で は 好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ に 対 し て
d ．－Plが相対的 に 過剰の状態で存在 し て い る と 考え ら
れ て い る ． こ の よ う な条件下 に お い て 炎症局所で好中
球 エ ラ ス タ ー ゼ が 作用 す る の は ， 11 好申球 と基質 と
の 接触 に よ っ て ぽ l－P l分子 の接近 が妨げら れ る
呵
， 2う
マ ク ロ フ ァ ー ジ 由来 エ ラ ス タ ー ゼ が ぽ 1－P lを 分解 す
る 朗－， 31 好中球の 放出す る ス
ー パ ー オ キ シ ドが ぽ 1－
pl の 活性 を担 う 358－ Met を M et－S ulfoxide に 変化 さ
せ る こ と に よ っ て ば 1－Pl の 活性 が 失わ れ る
6 のな どに よ
るも の と 考え ら れ て い る － こ の よ う な点 を 考 える と 単
ク ロ ー ン 抗体 に 反応す る エ ラ ス タ
ー ゼ の 局在 は複雑な
炎症反応 の 一 側面 を明ら か に す る も の に す ぎ ない のか
も 知れ な い が ， 好 中球 を巻き 込 む病変 の 解析 に は今後
大 い に 役立つ と考 えら れ る ．
結 論
ヒ ト好中球 エ ラ ス タ ー ゼ を精 製 し ， 本酵素の 基質特
異性 を検討 した ． ま た ， 精製 した 好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ
に 対す る 単ク ロ ー ン 抗体 を作製 し ， 炎症組織 に お け る
本酵素 の 局 在 を免疫組織化学的 に 観察し ， 次 の 結果 を
得た ．
1 ． エ ラ ス タ ー ゼ は ヘ パ リ ン ア ミ ノ セ ル ロ フ ァ イ
ン ， ア ブ ロ チ ニ ン ア ガ ロ
ー ス
，
か レ ポ キ シ メ チ ル セ ル
ロ ー ス の 3本の カ ラ ム に よ っ て 2種 の ア イ ソ ザ イ ム
くEl， E 2と命割 と して精製 さ れ ， S D S
－P A G E 上各々
分子 量約25000の 単 一 標晶 と し て泳動 さ れ た ． 本酵 素
の 精製率は E lニ 2 04胤 E 2ニ 120倍 で ， 回収 率 は合 わ
せ て23％ で あ っ た ．
2 ． 精 製 エ ラ ス タ ー ゼ は 不 溶性 エ ラ ス テ ン を 分 解
し ， I 型コ ラ
ー ゲ ン の 分子 間架橋や m 型コ ラ ー ゲ ン の
分子 鎖 を切断し工V型 コ ラ ー ゲン ， ラ ミ ニ ン ， フ ィ ブ ロ
ネク テ ン に つ い て も 限定的分解能 を示 した ． さ ら に プ
ロ テ オ グリ カ ン に 対す る 分解能 も確認 され ， 本酵素 の
広 い 基質特異性が 示 さ れ た ．
3 ． 作 製 した 本酵素 に 対 す る単 ク ロ ー ン抗体 は ， サ
ブ ク ラ ス 工gGl で ， ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 法 よ り
辺
ェ ラ ス タ ー ゼ E l とE2 の みに 特異的に 反応す る こ と
が 示 され た ， ま た ， 抗体は エ ラ ス タ
ー ゼ の ゼ ラ チ ン 分
解活性 を阻害 しな か っ た ■ この デ
ー タ は本抗体 の エ ピ
ト ー プ が 活性 に 関与 し な い 部位 で あ る こ と を示 して い
4 ． 作製 した 単ク ロ ー ン 抗体を用い て気管剥市炎， 結
節性多発動脈炎お よ び慢性関節 リ ウ マ チ の ， 炎症局所
に お け る エ ラ ス タ
ー ゼ の 局在 に つ い て 検 討 した と こ
ろ
，
好 中球 の胞体 の み な らず細胞間質に も陽性 に 染色
され た ． 気管支肺炎 ， 結節 性多発動脈炎で は エ ラ ス
タ ー ゼ の 分布に 一 致 し て弾性線維 の 崩壊 が み ら れ た ．
以 上の 結果は 好中球 エ ラ ス タ
ー ゼ が 炎症局所に お い
て 実際 に 酵素活性 を発揮 し ， エ ラ ス ナ ン を は じ め － ほ
か の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス 成分 を分解 して い る こ と を示
唆 して い る ． ま た ， 抗 ヒ ト好 中球 エ ラ ス タ
ー ゼ が抗体
を 用 い た 免疫組織化学的検索が好中球の 関与す る 各種
疾患の 病態解析 に 有効な手段であ る と考 え ら れた ■
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antibody， im m u n ohisto chemistry
A bstr a ct
In ordertoinv estiga te the r ole oE neutr ophilelastasein infla mm atory tiss uedestr uctio n，
hu ma n ne u tr ophil elastase w a spu rified and exa mined on the s ubstrate specificity． ln
addit o n．， the m ono clonal an tibo ody agalnS t the purified en zym e was produced and utiliz ed
in im m un olo calizatio n studies on infla m m atory tissu es－ H u m a nne u trophil elastase wa s
pu rified by heparin
－ a min o c ellulofine， apr Otinin － agarOSe and ca rboxym ethyトce11ulo se c olu mn
chr o ma t ographs， a S t WO isozym e fra c tions named El and E2 with m olecul
ar w eight oE
2 5，00 0． T he en zym e de mons tr a ted in vitro s olubiliza tion of insolub le elastin， Cleavage of
crosslinks of ty pe I c ollage n， a nd intr am olec ular clea v age of ty pe m c ollagen ． It also
sho wed limited catalytic activity on type N c ollagen ， 1a minin and fibro nectin a nd the n
degraded prote oglyc an ． Such a bro ad substrate speCific ty sug ges ts tha
t the n eu trophil
elastase will w ork in viv o， On the destruc tio n of c ollagen a nd elastic fibers， ba s e ment
m e mbrane and gr o u nd s ubstanc e in inflam m a t ory tissu es． The produced m o n o clon al
antibodyくIgG． s ubclas sl had the epitope indepe nde nt of the a ctive c e nter of the e n zym e－
using this spe cific antibody， im m u nolo c alization of the ne u trophil elastas
e w a s studied on
infla m m at o ry tissue s such as lu ngs of bro n chopn eu m o nia， S m allinte
stin e and skin of
polyarteritis n odosa， and synoviu m of rhe u m atoid arthritis ． T he elas
tase w a side ntified
bo th within neu tr ophils and extra c ellularly in the interstitiu m of these tissuse ． In
bronchopne u m onia a nd polya rteritis n odosa， pOSitive staining for ela
stase w asfo und on
and a ro und the fr agm e nted ela stic fibe rs－ The s efindings s ug gest that n e utr ophilela sta s ei
s
a c t u ally invoIvedin the tissu edestruc tion and plays an importa n trol
e on theinflam ma t ory
tissue injury． Im m u n ohisto che mic al m ethods with the antibody produced againsthum
an
ne utrophil elastasewi11be a u seful to olin the bette r understanding of
the diseases m edia ted
by neutrophils －
